结外鼻型NK/T细胞淋巴瘤（ENKTL）属于非霍奇金淋巴瘤（NHL）的一种特殊类型，好发于包括我国在内的东南亚地区及拉丁美洲[@b1]。ENKTL的发病与EB病毒（EBV）密切相关，具有高度侵袭性，目前尚无国际统一的治疗方案及可靠的预后判断指标。对于局限期患者，放化疗相结合的治疗方式及包含左旋门冬酰胺酶或培门冬酶的化疗方案已显著改善患者的生存。而对于非局限期患者，现有化疗有效率低，预后仍较差，针对非局限期患者临床研究有待深入。本研究回顾性分析了北京协和医院血液内科51例非局限期ENKTL患者的临床资料，探究其临床特征及预后影响因素。同时对非局限期鼻型与非鼻型患者的临床特征、预后及EBV-DNA在疗效监测、预后评价中的作用进行分析。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：本研究为回顾性研究，纳入2012年1月至2019年12月于北京协和医院诊治的ENKTL患者51例。纳入病例均符合以下标准：①依据世界卫生组织（WHO）造血和淋巴系统肿瘤分类标准[@b1]，由我院病理科医师经组织学及免疫组化确诊。②EBV编码RNA（EBER）原位杂交检测阳性。③Ann Arbor分期为Ⅲ\~Ⅳ期，即非局限期。依据起病时是否存在鼻咽部受累分为鼻型与非鼻型。预后评分参照IPI评分标准及PINK-E评分标准[@b2]。

2．EBV-DNA检测：EBV-DNA的检测方法采用实时荧光定量PCR法。抽取ENKTL患者静脉血2 ml，EDTA抗凝，采用全血基因组提取试剂盒（湖南圣湘生物科技有限公司EBV核酸定量检测试剂盒）及Natch S全自动核酸提取仪器提取DNA，应用Roche LightCycler 480 Ⅱ荧光定量PCR仪测定51例非局限期ENKTL患者全血EBV-DNA水平，测定方法参照试剂盒说明书。EBV-DNA\<500拷贝/ml为检测结果阴性，EBV-DNA≥500拷贝/ml为检测结果阳性。

3．治疗及疗效评估：Ⅲ\~Ⅳ期ENKTL患者主要采用化疗和（或）自体造血干细胞移植治疗。一线化疗主要应用以培门冬酶为基础的方案，包括SMILE方案[@b3]（异环磷酰胺+甲氨蝶呤+培门冬酶+地塞米松+依托泊苷），GDP+ML方案[@b4]（吉西他滨+顺铂+甲氨蝶呤+培门冬酶+地塞米松）。合并噬血细胞综合征（HLH）的患者应用地塞米松+依托泊苷控制HLH。局部病灶疗效评估采用鼻窦增强CT或MRI，全身评估采用胸腹盆增强CT或PET-CT。疗效评估采用2007年Cheson淋巴瘤疗效评价修订标准[@b5]，分为完全缓解（CR）、部分缓解（PR）、疾病稳定（SD）和疾病进展（PD）。总有效率（ORR）为获得CR或PR患者的比例。

4．随访：随访方式包括住院治疗、门诊复查和电话随访。随访截止时间为2019年12月，中位随访时间30（1\~78）个月。总生存（OS）时间指从确诊之日起至因任何原因死亡或随访终止的时间。无进展生存（PFS）时间指从确诊之日起至出现疾病进展、死亡或随访终点的时间。

5．统计学处理：本研究应用SPSS 19.0和Graph-Pad Prism 7.0软件进行统计学分析。生存分析采用Kaplan-Meier法，组间生存率比较采用Log-rank检验。计数资料间的比较采用卡方检验或Fisher精确检验。预后分析采用Cox回归模型，将单因素分析中*P*\<0.1的因素纳入Cox回归多因素分析。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．临床特征：患者中位发病年龄42（14\~67）岁，男38例（74.5%），女13例（25.5%），男女比例为2.9∶1，年龄\>60岁者7例（13.7%），存在B症状者45例（88.2%）。EBV-DNA阳性（≥500拷贝/ml）者44例（86.3%），LDH升高（\>250 U/L）者36例（70.6%）。结外受累器官数量\>1者44例（86.3%），10例（19.6%）患者骨髓受累，7例（13.7%）患者中枢神经系统受累，主要累及皮肤、胃肠道、肝脏、脾脏、肺的患者分别有17例（33.3%）、11例（21.6%）、9例（17.6%）、14例（27.5%）、10例（19.6%）。根据2004年HLH的诊断标准[@b6]，24例（47.1%）患者病程中合并HLH。IPI评分为高危组的患者22例（43.1%），PINK-E评分为高危组的患者37例（72.5%）。

2．治疗方案与疗效评估：本研究51例非局限期患者中，46例患者接受包含培门冬酶的化疗。一线化疗方案包括GDP+ML方案24例、SMILE方案20例、CHOP+L（环磷酰胺+表柔比星+长春地辛+泼尼松+培门冬酶）方案2例。3例患者起病时合并HLH且一般情况差，仅应用地塞米松+依托泊苷方案控制HLH，后因PD短期内死亡。2例患者起病时分别合并消化道出血和脑卒中，仅接受支持治疗。9例患者一线化疗获得CR后行自体造血干细胞移植巩固，1例患者一线化疗获得CR后行异基因造血干细胞移植。一线化疗方案获得CR者16例（包括应用GDP-ML患者8例、SMILE患者7例、CHOP-L患者1例），获得PR的患者7例（包括应用GDP-ML患者6例、SMILE患者1例），ORR为50.0%。21例（45.7%）患者疗效评估为PD。2例患者因中性粒细胞缺乏（粒缺）期感染死亡，未行疗效评估。

3．总体生存情况：51例非局限期患者中，死亡34例，其中包括鼻型17例，非鼻型17例。其中31例患者死亡原因为PD，2例患者死亡原因为化疗后粒缺期出现重症肺部感染、感染性休克，1例患者为非治疗相关性死亡（服用过量苯二氮卓类药物）。非局限期患者中位OS时间为7个月，1年及3年OS率分别为39.9%和26.6%（[图1A](#figure1){ref-type="fig"}），1年及3年PFS率分别为34.1%和24.6%（[图1B](#figure1){ref-type="fig"}）。

![51例非局限期结外鼻型NK/T细胞淋巴瘤患者的总生存（A）和无进展生存（B）曲线](cjh-41-06-462-g001){#figure1}

4．鼻型患者与非鼻型患者对比：本研究51例非局限期患者中，鼻型31例，非鼻型20例，鼻型与非鼻型患者的比例为1.6∶1。非鼻型患者合并HLH的比例较鼻型患者高（65.0%对35.5%），差异有统计学意义（*P*=0.039）。非鼻型组与鼻型组在年龄\>60岁、B症状、LDH升高、EBV-DNA阳性、骨髓受累方面的差异无统计学意义。非鼻型组与鼻型组患者的一线化疗CR率分别为10.0%和45.2%，差异有统计学意义（*P*=0.008）（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### 鼻型与非鼻型非局限期结外鼻型NK/T细胞淋巴瘤患者的临床特征比较\[例（%）\]

  临床特征          鼻型（31例）   非鼻型（20例）   *χ*^2^值   *P*值
  ---------------- -------------- ---------------- ---------- -------
  年龄\>60岁         4（12.9）       3（15.0）       0.045     0.832
  存在B症状          26（83.9）      19（95.0）      0.576     0.494
  EBV-DNA阳性        27（87.1）      17（85.0）      0.045     0.832
  LDH升高            20（64.5）      16（80.0）      1.404     0.236
  骨髓受累           5（16.1）       5（25.0）       0.607     0.436
  合并HLH            11（35.5）      13（65.0）      4.251     0.039
  一线化疗达到CR     14（45.2）      2（10.0）       8.981     0.008

注：EBV：EB病毒；HLH：噬血细胞综合征；CR：完全缓解

在远期生存方面，鼻型患者的中位OS时间为9个月，1年及3年OS率分别为49.8%和37.9%（[图2A](#figure2){ref-type="fig"}），1年及3年的PFS率为47.2%和36%（[图2B](#figure2){ref-type="fig"}）。而非鼻型患者的中位OS时间仅为4个月，1年及3年OS率为22.9%和11.4%（[图2A](#figure2){ref-type="fig"}），1年及3年PFS率分别为15.0%和10.0%（[图2B](#figure2){ref-type="fig"}）。鼻型与非鼻型ENKTL患者的PFS率差异有统计学意义（*P*=0.029），两者OS率的差异无统计学意义（*P*=0.050）。

![鼻型与非鼻型非局限期结外鼻型NK/T细胞淋巴瘤患者的总生存（A）和无进展生存（B）曲线](cjh-41-06-462-g002){#figure2}

5．EBV-DNA水平与疗效及生存的关系：51例非局限期患者中，34例患者有完整的EBV-DNA监测数据（包括治疗前、每疗程化疗后及结束治疗后）。以治疗前、化疗1个疗程后、结束治疗后3个时间点记录的EBV-DNA水平作图（[图3](#figure3){ref-type="fig"}）。13例疗效评估为CR或PR的患者中，10例患者EBV-DNA水平在化疗1个疗程后迅速下降至阴性，治疗结束时9例患者的EBV-DNA水平为阴性（[图3A](#figure3){ref-type="fig"}）。在后续的随访中，4例治疗结束时EBV-DNA仍为阳性的患者均出现疾病复发或PD，9例治疗结束时EBV-DNA阴性的患者中仅1例出现疾病复发。在21例疗效评估为PD的患者中，多数患者EBV-DNA维持高水平阳性，治疗结束时仅1例患者EBV-DNA下降至阴性（[图3B](#figure3){ref-type="fig"}）。34例记录了完整的EBV-DNA数据的患者中，26例患者进行了中期评估。中期疗效评估为CR的患者，其EBV-DNA水平均于1个疗程后降至阴性。中期疗效评估为PR的患者，其EBV-DNA水平多显著下降，部分降至阴性。而中期疗效仅为PD的患者，EBV-DNA多维持高水平阳性，无明显下降趋势（[图3C](#figure3){ref-type="fig"}）。EBV-DNA的变化趋势与疗效评估呈现良好的对应关系。

![治疗前、1个疗程化疗后及治疗结束时非局限期结外鼻型NK/T细胞淋巴瘤患者EB病毒DNA水平变化趋势\
A：13例治疗结束时疗效评估为完全缓解（CR）或部分缓解（PR）的患者；B：21例治疗结束时疗效评估为进展（PD）的患者；C：34例中期疗效评估为CR、PR和PD的患者](cjh-41-06-462-g003){#figure3}

基线EBV-DNA阳性与阴性患者OS率的差异无统计学意义（*P*=0.538）（[图4A](#figure4){ref-type="fig"}）。1个疗程化疗后及治疗结束时EBV-DNA阳性组与阴性组患者的OS率差异有统计学意义（*P*=0.002和*P*\<0.001）（[图4B](#figure4){ref-type="fig"}、[4C](#figure4){ref-type="fig"}）。1个疗程化疗后EBV-DNA阴性与阳性患者的3年OS率分别为77.9%和8.1%（*P*=0.002），结束治疗时EBV-DNA阴性与阳性患者的3年OS率分别为71.4%和6.8%（*P*\<0.001）。1个疗程化疗后及治疗结束时EBV-DNA仍为阳性的患者中位生存期分别为5个月和4.5个月。

![治疗开始前、1个疗程化疗后、治疗结束时EBV-DNA阳性与阴性非局限期结外鼻型NK/T细胞淋巴瘤患者的总生存曲线\
A：基线EBV-DNA阳性组与阴性组患者的总生存曲线；B：1个疗程化疗后EBV-DNA阳性组与阴性组患者的总生存曲线；C：治疗结束时EBV-DNA阳性组与阴性组患者的总生存曲线](cjh-41-06-462-g004){#figure4}

6．预后因素分析：对51例非局限期患者进行单因素分析发现，年龄\>60岁及1个疗程化疗后EBV-DNA阳性为影响OS的不良预后因素。将单因素分析中*P*\<0.1的3个因素（包括年龄\>60岁，1个疗程化疗后EBV-DNA阳性，合并HLH）纳入Cox多因素回归分析，结果显示仅1个疗程化疗后EBV-DNA阳性为OS不良的独立预后因素（*P*=0.002）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### 影响51例非局限期结外鼻型NK/T细胞淋巴瘤患者总生存的单因素及多因素分析

  因素                                        单因素分析         多因素分析                           
  ------------------------------------ ------------------------ ------------ ------------------------ -------
  年龄（\>60岁，≤60岁）                 2.451（1.052～5.708）      0.038                              
  类型（非鼻型，鼻型）                  1.658（0.825～3.331）      0.156                              
  B症状（有，无）                       1.270（0.433～3.635）      0.656                              
  ECOG评分（≥2分，\<2分）               1.738（0.882～3.425）      0.110                              
  LDH（升高，正常）                     1.743（0.784～3.887）      0.173                              
  基线EBV-DNA（阳性，阴性）             1.468（0.509～4.323）      0.478                              
  1个疗程化疗后EBV-DNA（阳性，阴性）    6.576（1.523～28.396）     0.012      6.200（1.371～28.048）   0.012
  噬血细胞综合征（有，无）              1.798（0.912～3.544）      0.090                              
  骨髓受累（有，无）                    1.818（0.839～3.991）      0.131                              
  结外受累脏器（\>1，≤1）               0.953（0.368～2.467）      0.921                              

注：ECOG：美国东部肿瘤协作组；EBV：EB病毒

讨论 {#s3}
====

ENKTL属于成熟T/NK细胞淋巴瘤的一种类型，以结外受累为特征，具有高度侵袭性。国内的统计发现，ENKTL占所有NHL的比例为6%\~17.1%，在T/NK细胞淋巴瘤中占28%\~56%[@b7]--[@b9]。ENKTL好发于中年男性，多原发于上呼吸道，包括鼻腔、鼻咽、扁桃体，以面部中线部位毁损性病变为特征。ENKTL同样可呈现鼻外器官受累或原发于鼻外，如皮肤、胃肠道、睾丸等。本研究中非局限期ENKTL患者的中位发病年龄为42（14\~67）岁，男女比例为2.9∶1。结外器官常见受累部位为皮肤，其次为肝、脾、胃肠道及肺部。本研究非局限期患者中枢神经系统受累比例为13.7%，骨髓受累的比例为19.6%，47.1%的患者病程中合并HLH，以上比例均高于文献中所报道的整体ENKTL患者[@b10]。

近年来，同步放化疗的应用及以左旋门冬酰胺酶或培门冬酶为基础的化疗已显著改善ENKTL患者的生存。该肿瘤对放疗敏感，对于局限期ENKTL患者，应用同步放化疗或序贯放化疗治疗，长期生存率可达70%\~80%[@b11]--[@b12]。而疾病一旦进入非局限期，预后明显变差。传统的以蒽环类药物为主的化疗方案有效率低，以左旋门冬酰胺酶或培门冬酶为基础的化疗方案（如SMILE、AspaMetDex、P-GEMOX等）可显著提高疗效。虽多数文献报道化疗的ORR可达60%\~80%[@b13]--[@b15]，但由于疾病的高度侵袭性，疗效为PR的患者多数仍因PD死亡，复发/难治的患者缺乏有效的二线化疗方案。非局限期ENKTL患者1年OS率仍不足50%[@b13]。本研究中非局限期可耐受化疗的患者均应用包含培门冬酶的化疗方案，一线化疗的CR率为34.8%，ORR为50.0%，1年OS率为39.9%。虽已应用以培门冬酶为基础的化疗方案，非局限期患者的疗效与生存情况仍无法令人满意。近年来免疫治疗和分子靶向治疗（如PD-1抑制剂、CD38单抗等[@b16]--[@b17]）的开展有望为ENKTL患者提供更多的治疗选择。

在Au等[@b10]的研究中，非鼻型ENKTL患者较鼻型患者具有更高比例提示不良预后的临床特征，如LDH升高、巨大肿块、体能状态差、合并贫血及血小板减低。非鼻型患者化疗的CR率较鼻型患者低（26%对50%），远期生存情况更差（中位OS时间分别为0.36年和2.96年）。但此研究中纳入的鼻型患者63%为局限期，非鼻型患者仅32%为局限期，两组预后的差异受到不同临床分期的影响。本研究纳入病例全部为非局限期患者，排除了临床分期的干扰。本研究发现，在临床特征方面，鼻型与非鼻型患者存在B症状、LDH升高、EBV-DNA阳性、骨髓受累的比例的差异均无统计学意义，非鼻型患者合并HLH的比例显著高于鼻型患者。在治疗反应方面，非鼻型患者一线化疗的CR率显著低于鼻型患者。远期预后方面，非鼻型患者1年的PFS率及OS率分别为15.0%和22.9%，中位OS时间仅为4个月。排除临床分期的影响后，非鼻型患者在化疗疗效及远期预后方面仍劣于鼻型患者。后续研究有待于在生物学特征及发病机制方面进一步揭示两者的差异。

ENKTL的发病与EBV感染密切相关。外周血循环EBV-DNA来源于坏死和凋亡的肿瘤细胞，EBV-DNA拷贝水平与肿瘤增殖水平相关。既往多项研究证实，治疗前EBV-DNA高拷贝与ENKTL患者的不良预后相关，治疗后EBV-DNA水平对于疗效评估、监测疾病的复发、预后评估同样具有重要价值[@b18]--[@b21]。本研究发现，EBV-DNA变化趋势与化疗疗效呈现一定的相关性。获得CR的患者EBV-DNA水平多在化疗1个疗程后降至阴性，并维持阴性至化疗结束，而对化疗无反应的患者EBV-DNA持续高水平或下降后迅速反弹。远期生存方面，基线EBV-DNA是否阳性并不能显著影响患者的生存，而化疗1个疗程后及治疗结束时EBV-DNA阳性与阴性组患者OS率的差异均有统计学意义（*P*均\<0.001）。在影响预后的多因素分析中，1个疗程化疗后EBV-DNA阳性为唯一可筛选出的独立预后不良因素。化疗1个疗程后EBV-DNA仍未能降至阴性可能提示其肿瘤负荷过大或对化疗敏感性欠佳。对于此类患者，能否通过后续强化治疗或尽早行自体造血干细胞移植改善患者生存有待进一步研究证实。

综上，本研究结果显示，非局限期ENKTL患者应用以培门冬酶为基础化疗方案的有效率及远期生存率仍不佳。非鼻型的患者在临床特征、化疗疗效及远期预后方面均劣于鼻型患者。EBV-DNA水平与化疗疗效及预后密切相关。1个疗程化疗后EBV-DNA阳性为多因素分析中唯一的独立不良预后因素，可用于早期预测疗效及预后。
